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PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION. DE CALCITONINAS

@Sgéﬁﬂhnﬁk CIBA-GEIGY AG., entided suiza, residente en Basiléa,

" Suiza.

En la obtencién de péptidos de cadena largs sin-
téticos a partir de fragmentos de péptidos se forman por lo
_ general cantidades mas O menos considerables de productos

gecundarios que resultan dlficlles de separaf Asi se

pueden presentar en la cadena de aminofcido restos de



PR R T e 2
PSR S

T 10

25

20

sintesis descrita por Sieber et al, (Helv, Chim, Acta 53 ,
) 2135 - 2150 (1970)) de la calcitonina humana los restos

-alqullacién 6 una migracién N-——+»0-acllo, tal y como se
‘_describe aslmms@o en la publicacibn indicada. Psra separax

~egtos productos secundarios se realxzan,»blen en la etapa «

pa del péptido total protegidof&/o en el mismo producto fi-
‘ nal, costosas operaciones de purificscidn, tales como de
”.A-d?st;ibuciéﬂ:enfcontracorrienée, electroforesis o cromato-
?HEiéfia. Esfaéﬁreéargan la obtencién de tales péptidos de |
R l"Acédeha lsrga en escala industrisl, pues se preclsan de gran=-
 gi15 ;_ des cantidadeés. de absorbentes y/0 dlsolVentes que son muy
o Edlficlles de regenerar 6 bien solo bajo gastoa considera-' '

1 bles.'

_JA;icacién ouy scncillo para los péptidos del tlpo de la calei- -

ZQ f.Vtonina con. un punto isoeléctrico que se encuentra entre los

| ’:valores pH de unos 5 a 10 (es decir, p.Il. = unos 5 - 10).

' Este se caracteriza-porque ei péptido de calcitonina ase pré-
~clp1ta de una solucidén acuosa de una sal con écldos 0 bases
:‘mediente ajuste del pH al margen 1aoeléctrico como sal mnter-

- na. La exprasmén "margen" isoeléctrico se emplea ya que ‘en

'j los presentes compuestos el punto isoeléctrico no esté exac~ |

KRR M A S R SR BT

- 3_

aminofcido en formes de diastereomeros, por ejemplo, en la

6 16

de aminofcido Leuu, Leu9, Thr-, Phe 0

e His“", Ademés, en

los péptidos Qﬁe contienen azufre se puede presentar una

con el_maybr nfmero de fragmentos protegidos y/o en la ets-

Se ha“ hallado ahora un procedlmiento de purlfi-

tamente definido-y efte se extiende a través de un margen pH
més amplio, vefise KortUm, Lehrbuch der Elektrochemie, Edito-
rial Chemie, Weinheim, 1966, phg. 336. Bajo margen isosléc-

trico entendemos nosotros el margen pH de pI} aproximademen-—
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’vbioléglca total.

te 1 unidad pH.

Sorprendentemente se o%tiene en estas precipita-
cibn el péptido en grsn pureza, ya que los productos secun=
derios arriba mencioﬁadoe no se precipitan al mismo tiempo, 6
bien en el caso de los derivados de O~acilo, eslos se Vuelven

a transformar en los derivados de N-acilo., El grado de pure-

za de los ppoduétos sobrepasa a aquellos de los péptidos pu~

briticados por doble distribucién en contracorriente, esﬁp es

en la etapa previa protegida y en el producto final (véase

| por ejemp}b, Helv. Chim. Acta 53, 2135 (1970)). Tanbién se

pueden obtener calcitoninag de alta-pu:eza cuando la etapa
previa protegida (dotriacontapeptidosmida protegida) no se -’

ha purificado por distribueién en contracorriente, ete., si-

no solo por disolucibn y precipitacién, Las pérdidas por la -

oﬁeré¢i6n'de puririéacién son inferiores e las de loé demgs

prooedlmlentos. El producto obtenido muestra una acbmvidad
: N

~ Este mbtodo no ers de prever, puea ‘otros p&ptl-

dos de cadens larga, teles como, por’ ejemplo, AGTH insuli-

na, glucagona no se pueden purificar de egta manera. -
“ Como péptidos del tipo calcitonina conm un punto
lsoeléctrlco de pI » unos 5 - 10 son de mencionar, en pri-

mer lugar, la calcitonina humana (caleitonina M) ¥y sus derie

vedos y anélogoe, por ejemplo, aquellos que se describen en

~las patentes belgas n2 737,890, n? 740,256, ne 757,786 y @n
‘la solicitud de patente suiza ne 4454/73.,Anéldgas son, ante

todo, aquellos que en lugar de'metioni_ha8 contienen un fci~
do d-alquilo inferior-ci-aminoacético; espectalmente aque-
1la donde el slquilo inferior muestra & - 4 Btcios de carbo-

no, especialmente valina, ademés, norvalina, leucina, iso~

1
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. todo los 8cidos alcano inferior con 1 - 4 ftomos de carbono,
" tales como. fcido férmico, &cido acdtico, heido propibnico,
-§cidos butiricos, sdemds, cido acrilics, &cido succinico,

_de Scidos carboxflicos alicfclicos, tales como fcidos ciclo-
. tituido y sustituido, de &cidos aril-arilec sustituido-alqui-

-10 ihferior 6 alquenil-carbox{licos, tales como hcido fenil-

acético, de &cidos insustituidos o sustituidos, mono- 6 diva|

‘dihcarboxf{licos, Scidos tiofencarboxflicos, & de cidos he-

| terociclil-slcano inferior, tales como &cido piridinacético,

xi inferior. Ademfis son de mencionar como restos acilo, ante

leucina, norleucina 6 &cido d~aminobutfrico. Otros emino-
dcidos de intercambio preferentes, que también pueden estar

presentes en la posicibén 8 junto con los aminofcidos de in-

ll, L—leucinala, L~leuci-

26

tercambio mencionados son IL-lisina

nals; L-leucina19

a2?

’ L—tirosinaza, L-asparagina™ y L-treoni-
o Los derivados son, ante todo, los correspondientes

désaminol-péptidos asi como derivados de Nd‘-amilo.

Los grupos scilo pars la acilacibén del grupo N> .
amino son los restos de 4cidos carboxiliéos, tales como &ci~
dos carboxilicos aliféticos, arométicos,.araliféticos, heto-
roefclicos o heterocfclico-aliffticos, especislmente de

fcidos alcano 8 alqueno inferiores, mono 6 divalentes, ante .

alquilcarbokilicos, tal como cido benzoico o fthlico insus-

lentes, de 5 a 6 miembros, heterociclicos, con nitrégeno,

agufre y/u oxfgeno como heteroétonos, tales como Acidos piri-

fcido imidszolilacético, donde los sustituyehtes del snillo
son, por ejemplo, tomos de halbgeno,. grupos nitro, grupos

slquilo inferioxr I3 grupos alcoxi inferior & grupos carbalco-

todo los restos acilo de sminobcidos, especialmente de ch—ami

nofcidos, tales como, por ejemplo, glicilo; L-leucilo, Impi~
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~ sustituido y tiocarbamoilo, por ejemplo, Ne-alquilo inferior-

 Wi1ey and Sons, Inc., New York, London, 1961, pés. 482 y a.

0 en.caao dado en una solucidn de agua y un disolvente de

. cialmente metanol, etanol, isopropancl, terc.butanol, & di-

* fluoracético, $cido dicloroacético, ademés, Bcidos sulfdni-

roglutamilo, adewés, los restos acilo que se derivan del
Bcido carbbnico o del fcido tiocarbdnico § bien sus esteres
0 amidas, por ejemplo, grupos de alquiloxi inferior-carboni-
lo, tales como etoxicarbonilo, terc.butiloxiéarbonilo; ademésg,
benzoiloxicarbonilo insustituido y sustituido como arriba in

dicado, carbamoilo y tiocarbsmoilo, asi como carbsmoilo N

carbamoilo, N-fenilcarbamoilo, N-fenil-tiocarbamoilo.

La calcitonina humana muestra un mafgen isoeléc.
trico de 7 - 8. La variacién del mergen isoelécfrico al suge
tituir aminodcidos individuales por otros se puede dgte:min
nar experimentaslmente, por ejemplo, electroforétiaaﬁente, °
tambibn ger Eélcuiédo. El punto isoeléctrico de los pépti-
dos se puede calculgr, por ejemplo,'segﬁn Je Grgenétein_énd

M. Winitz "Chemistry of the Amino Acids", Vol. 1, Ed. John

Como sales de los péptidoa que se pueden emplear'
en el nuevo procedimlento como producto de partmda entran

en conslderac16n todas las sales que son sodubles en agua
péptido orgénico, por ejemplo, alcanoles inferiores, espe-

metilrormamida 6 dimetilacetamida. Tales aalea son, por ejem
plo las sales de 8cidos minerales, especialmente los hidréci
dos halogenados, & de &cidos orgénicos, ante todo Acido ach-

tico y foidos acticos halogenados, tales como &cido tri-

cos, tales como 4oidos ‘alcano inferior-gulfbnicos, por ejem|

plo, &cido metanosulfénico, 6§ fcidos benceno- § toluenosulfd

nicos, El péptido se puede euplear ﬁambién como sel con ba~



AESLRR nwwm SR L g s geet o

-t

3

10

 15

20

?5

30.

ses, por ejemplo, con amonisco § con aminas primariss, se=
éundarias, terciarias o cuaternarias9 por ejemplo, aminaga
correspondlentes que como restos orgénlcos contienen uno 0
més restos de alquilo inferior, cicloalquilo (preferentemen—
te con 5 - 6 Btomos de anillo) 6 aralguilo, especislmente

restos de fenil-alquilo inferior, por ejemplo, trietilamina,

_ cicl@hexilamina, diciclohexilemina, bencilamina, hidréxido

_trimetilbencilamonico, ademfs, con guanidins sustituida por

uno de los restos orghnicos mencionados, por ejemplo, tetra-
metilguanidiné.'Eﬁ primer lugar se emples el péptido en for-
ma de aquella sal en la que se obtiene de la-sintesis, por

éjemplo, en forma del hidrocloruro, del hidrobromuro, del hi
drofluoruroe, del trifluoracetato § ascetato, Si se desea, las

sales“en iaé que se obtiene ei«péptido 8e puedén tranefoimaf '

_antes de la. Operaclén de limpieza, en la aal écmdo acétlca,'

'por eaemplo, por intercambiador ‘de iones,

La sal se disuelve en agua o en una soluc16n ae |
asua y un dlaolvente de péptido orgnico, Se mide el pH y
se égresa, segﬂn este presente una sal con unoédido o con
una base culdadosamente base ° fcido hasta que se alceance

el margen isoeléctrico. Como bases se_empléan, por ejemplo,

" amoniaco, alcali acuoso, especialmente lejia sbdica o lejia

potésica, carbonatos o hidrogenocsrbonatos alcalinos, por -

" ejemplo, carbonato § bicarbonsto sbdico, ‘bases orgénicas co-
‘'mo-las gminas arriba mencionadas §, preferentemente, inter-

cambiadores de iones bésicos, Son adecuados los intercambis-

dores de iones ligeramente bésicos, aquellos de basicidad me-

‘dia y fuertemente bésicos. Tales intercembiadores de iones

se pueden obtener por polimerizacidn de cuerpos blsicos sde- ’

cuados o por introduccién de grupos bééfdbslen polimeros.
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&eido acdtico o feido eftrico, 0 intercambiadores de iones

' cos arriba mencionados, por ejemplo,'aquéllos e :base dé;boli-

 estireno teles como "Amberlite" IR-120 & “Dowéx"'SO.“"

- comienzs lentamente la precipitacién del péptido. La preci-

pitacibn se déja_completar durantevvariés horas, por ejéhplo

'separa, por ejemplo, por succidn o centrifugaseién, y lava ule

Ventgjosamente se emplean productos que se obtienen en el
mercado, por ejemplo, aquellos a base de celulosa, tales com |
mo DEAE-Cellulose & DEAE-bephadex. Son especmalmente adeoua-
dos los iptercambiadores de iones a base de polieetirenoﬂ
que distintas firmas ponen en el mercado bajo distintoslnom-
bres de marcs, por ejemplo, el intercambiador de iones debild
meﬁte bésico de Merck ne II 6§ el intercambiador fuertemeﬁtq
bésico de Merck ne ITII 6 las distintes formas comerciales de
los intercambigdores de iones b&sicos Dowex o dé las amber-
litas bésicas. BEn caso de que el mergen iso#léctrico se ha-
ya de sjustar mediante Acidos se emplean, por ejemplo, &ci-
dos minerales; ante todo hidrécidos halogensdos, especialmen

te el fcido clorhidrico, 8 8cidos orgénicos, por ejemplo,

bcidos corfespondientes a los intercambiadores. de ibnes‘bﬁsi-,

Cusndo se ha alcanzado el margen isoeldctrica

dursnte dos horas. Durante este periodo de tiempo- sube el
valor pH en aproximsdsmente una unidad. Asi asciende por sjem
plo el pH del écetato-de calcitonina M aproximédamenteva 4,
Al sgregar intercambiador de iones ligeramente blsico sumen~
ta este lentéﬁente a 6,0 a 6,2, Aqui,comienzarlé precipita»'
cién. En el trénscurso de otras 2 horas aumenta el .pH a unos
745, pero entonces se mantiene constantq.v

| Completada la precipitacidn del péptido &ste se

teriormente a fondo con agua. Como el péptido precipitado se-
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disuelve muy dificilmente en agua practicamente no se pre—

nisentan pérdidas en la préctica. 5i se ha preclpltado medign=-

;gte adlcién de intercambladores de iones se ha de separar ol *
’péptldp libre del intercambiador de iones. ®sto se puede reas

IE liég§5.por'ejemplo, transformando el péptido mediante fcido |

‘en una sal deseada, por ejemplo, en el acetato o hidrocloru-

io, y-la solucibn se separa, por éJemplo,por filtracién o
succibn del intercambiador de iones y se liofiliza. Si se ha
trabajado sin_ihtercambiador de iones entonces se¢ puede, si
se desea, trénstrmar el producto precipitado por disolucidn |
en &cido y liofilizacién en ls forms de sal deseada; |
Acidos que son adecuados para la forﬁacién de

saies de aplicaci6p terapbutica son, por ejemplo, &cidos in;'j:

_,ors§p§cosj tales como hidrécidos halogenados, pb: ejempﬁo,
7 écidé clorhidrico o bromhidrico, écido perclériéo, ébi&&»nié :

“trico 6 &cido tioclénlco, fcidos sulfﬁrlcos o fosf&rlcos, 6 -
 ‘éc1dos orgénlcos, tales como &cido f£6rmico,- fcido acétxco, _
v'ffécldo proplénico,.écldo glicblico, écldo 1éctzco, &cido pmr—<

'ﬁvico, écldo oxéliao, beido malénlco, fcido succinlco, &cido

 do citrmco, bcido asebrbico, cido hldroxlmalélco, écido i

hxdroxlmalélco, cido benzoico, fcido fenllacético, &cldo

,4—aminobenzolco, ‘&cido 4<hidroxibenzoico, écldo antranilxco,
1§cldo ‘cinanbgico, fcido mandblico, fcido salicilico, fcido

'4-am1nosallcillco, &cido 2-fenoxibenzoico, &cido 2-etoxiben—

zoico, Scido metanosulfémico, cido etanosulfénico, &cido

‘hidroxietanosulfénico, fcido bencenosulfénico, &cido p-to-

luenosulfénico, 4cido naftalinsulfénico 6 &cido sulfanilico.

Los péptidos obtenidosAsegﬁn«el presente .proce~

dimiento se pueden emplear en forma de prebaré@nslfarmacéuti
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‘ejemplo, para la aplicacidn intravenosa, intramuscular, sub-

' cutfnea o intranesal, Como tales entran en consideracibn aque

holes mono- 6 polivalentes, tales como etanol, isopropanol,

cido graso, tal como aceite de arbquida, aceite de senilla

de algod&n, aceite de almendras, aceite de oliva, aceite’ de

- 10 -
cos, Estos contienen los péptidos en mezcla con un material

excipiente orglnico o inorgfnico, farmacéutico, adecuado, pox

llas sustsncias que no reasccionen con los polipéptidos, ta-
les como, por ejemplo, gelatina, agar-sgar, traganta, celu-
logs, por ejemplo, "Avicel" (celulosa microcristaliﬁa) y de-
rivados de la celulosa tal como celulosa carboximet{lica, &-
ter de celulosa, tal como celulosa metilica o etflica, poli-

alquilen-glicoles, tales como propilenglicoles, agua, alco-

glicerinas, hexitas, asceites vegetales y otros ésteres d? b

ricino, oleato etflico, miristato isopropilico, palmitato
isopropilico, "Cetiol V" (&ster de Scido eléico @e alcoholes
grasbé quuidos), "Miglyol" & "Labrafac" (mezcla de tyigli-
céridos de Acidos grasos con 8 - 12 étpmos.de carbono),
"Labrafil M 2735" § "Labrafac WL 1219" (mezclas de gliceri-~
na y 8steres polioxietilénicog de fcidos grasos), "Arlacel"
(8ster sorbiténico de cido gfaso), "Pween” (monooleato de
sorbitano polioxietilénico), aceites de silicons, t#l como
aceite de silicona dametilica, u otrosAexciﬁientes medicing-
;ea conocidos. Los preparados farmacbuticos se puedep presen
tar; por ejempio, como liofilizado o en forms liquida‘como
soluciones, suspengiones, emulsiones o sprays, vehise por
ejemplo, la publlcacmun alemana DOS 2 212 315. En caso dado '
astaran eoterlllzados y/0 contendran agentes auxiliares, ta-

les como agentes de conservacidn, de estabilizacién, humecta-

¢ibén o emulsifn. Asimismo pueden contener otras sustancias
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terapéuticamente valiosas.
tes, Lias temperaturas se indican en grados centigrados,

los sistemas siguientes:

" Sistema

Sistema

"Sigtema

Sistema

Sistems

- Sistems

Sistena

Sistenma

Sistema

Sistema

Sistema

Sistema

Sistema

1. Sistema

25

Ds- sobre placas terminadas de gel de silice SL 254 ds la

flrma Antec, Birafelden.

- DC: sobre placas terminadas de lé firms Merck, barmqtadﬁ

DA:Asobre plecas Alox (45 g A1203 de la firma Camag, Muttenz;
+ 3,

.102A. acetato ‘de etllo-met1let11cetona-écldo f6rmlcoJ

- 1l -

La invencidn se describe en los ejemplos sigui.en-
En la cromatografis de caps delgada se emplean

43C;: alcohol terc.amiligo—isopropanol-agua (51:21:28)

45; sec.butsnol-amoniaco acuoso sl 3 % (70 : 30)

52: n-butanol-fcido acético glscial-sgua (75:7,5:21)

52A:‘n-butanol~écido acético(glacial-agua (67:10:23)

?O: écetato de etilo-piridinas-agua (840:20:40), fase-
superior

79: n~butanolepiridina-agua (34:33:33)

96: sec.butsnol-fcido acético glacial-aguas (67:10:23)

100: acetato de etilo-piridina-écidochético glaciad~
‘agus (62:21:6:11)

lOlA'-n—butanol—plrldlna-écido acétlco glacisl=-

B agua (42; 24 4:3%0) .

agua (50:30:10:10)
107: scetato de etilo-piridina-sgua (49:24: 27)
114: sec.butanol-metiletilcetona-NHB acuoso al 25 %-
" agua (37:37:13:13) .
121: iBOpropanol-NH3 acuoso al .25 %.-agua (70:10:20)
121A: isopropanol - NH5 acuoso 8l 25.% - sgua-
(85:5:10)

5 g de yeso, espesor 0,3 mm).
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En los ejemplos se emplean las siguientes abre-

viaciones:

Boc torc.butiloxicarbonilo

Z carbobenzoxi

0tBu bater terc.butilico

ONp | éster p-nitrofenilico

OMe éster metilico

0su  éster hidroxisuceinimidico
tBu terc.butiléter

DMF dimetilformesmida

Edemplo 1

_Acetato de calcitonina M puro _
50 mg de sal trifluoracética de calcitonina M

(patente belga 737 890) se disuelven en 5 cc de agua. EL pH
de la solucién asciénde a 2,5, Bajo agitacién se agregan en

el plazo de 15 minutos, en varies porciones, en total 0,6 ce

fdrma de base libre, Se eleva asi el pH de la solucién s
6,2, Se sigue agitando durante otros 30 minutos a temberatu«
ra ambiente con 16 que el pH se eleva a8 7,5 y se presenta
un precipitado coposo., Después de asgitar durante 3 horss el
precipitado.y el intercambiador de iones se separan por suce
cibn y se leva ulteriormente con agua., EL sgua de lavado con-
tiene 12 mg de productos secundarios de la calcitonina M.
La calcitonina M precipitéda se separa del inter-
cambiador de iones lsvando 4 veces, cada una con 4 cc de fcid
do scético al 90 % y en ceda caso separacidn por succidn.

Los extractos &cido acéticos reunidos se liofilizan y se obw

tienen %6 mg de calcitonina M como sal fcido acbtica, El pro-

%
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i Espectro ultravioleta (en 4cido scético sl 10 %):'/\ma =
275 nu, £. = 1540,

‘ijemélo 2

'ﬂ4ié£ipidroclorufo de calocitonina M puro
o ..i. Trifluoracetato de calcitonina M, en bruto -

Bt R B

i 'fCys;Met-Leu-Giy;Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-

» PhéwAsanys(Boc)-fhe-His-Thr(tBu)-Phe—Pro-Gln—Thr(tBu)—Ala-

~drio G-4 y con amoniaco se precipita como sigue: La solu-

- 13 -

ducto tiense los siguicnteus datos snalfiticos:
Contenido en agua sopun hyrl IMischor: 8,1 %
Contenido en #cido acético (cromatopyralficsmente): L,1 %

Contenido en péptidos: © 89,0 % '

Contenido en fllor (microanalfticamente): 0,02 %

An8lisis del aminodcido:(6-N. HCLl, 24 h, 110°): todos los
aminofcidos en la proporcibén molsr corrects, ex-!
cepto Ser, Thr, Cys, que se deskruyen psrcial-

" mente en la hidrélisis);

X

’58,0 g.de Boc~Cys-Gly-Asn-Leu~Ser(tBu)-Thr(tBu)-

I_le—Gly-Val—Gly—-Ala-Pro-NH2 (14,3 mmoles) se disuelven bajo
nitrégeno en 700 cc de &cido trifluoracético al 85 %, Esta
solucién se dejs durante 2 horas a 30°, A continuacién se
égita en 6 litros de éter libre de perbxido bajo buen enfxria-
miento con hielo. El precipitado se separa por -filtracién,
se lava con éter y se seca en alto vacfo., Ge obtiene el tri-
fluoracetato de calcitonina M en bruto como polvo incoloro.
2. BSal interna de calcitonins M

43,5 g del trifluoracetato de calcitonina ¢M en
bruto obtenida segin 1 se disuelven en 1 litro-de &cido acé-

tico al 1 %, se filtra a través de un filtro de vacio de vi-
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de més solucidén de amoniaco aproximadamente l-n. Comienza

"~ La determinacién del jcido scético por cromstografia de gas

.de equilibrar con humedad del aire se abtienen 29,6 g de

cibn se agits bajo nitrdgeno a tewperatura ambiente midién-
doge el pH en forma continua mediante un electrodo de vidrio.
Se agrega lentameute solucidén de amoniaco aproximsdamente
l1-n (t = 0,97) de manera que despubs de 1,25 horas se hays |
alcanzado un pi de 5. En el plazo de una horé mfs aproxima-

damente ge eleva el pH a 6 mediante la alimentacibdn igualada

asl a precipitarse la sal interna de calcitonina M como pole
vo ingoluble. Se continua la lenta adicibn de solucidn de
amoniaco hsstas que en el plago de aproximsdamente otra hora
se hs alcanzado el pH de 7,6. A continuacibn se agita aln
durante % horss con lo que el pH casi no se varfs mhs. Se
filtra, se lava’éon amoniaco diluido del pH 7,6 y se seca en

alto vacfo, $e obtienen 18,9 g de un polvo insoluble en sgua.

de una mueétra asi obtenida da un velor de 0,3 % en peso de
&cido acético (correspohde a unos 0,17 mol-%).
3, Drihidrocloruro de calcitonina M

27,3 @ (8,0 mmoles) de ssl interna de csleitoni-
na M ge suspenden en 700 cc.de t-butanocl. Se ayregan 250 cc
de agua y 360 cc de fcido clorhidrico 0,l-n (36 mmoles), se
agita durante algunos minutos y la solucidn turbia se filtra
a través de un filtro de vacio de vidrio G-4, El residuo de
filttacibn se disuelve en otros 250 cc de agua y se filtra

8l primer filtrsdo. “ste sc congela y se liofiliza, Despuds

trihidrocloruro de calcitonina M.

El producto presenta los siguientes datos enalfi-

ticos:

Cromstopramas de capa delgsda sobre celuloss (Merck):
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Rf = 0,61 en el sistema 1lO1A
0,52 en el sistema 45

0,51 en el sisfema 114

0,72 en ‘el gistema 79 sobré éxido de .luminio.con pn.f*

5 | 8 % de yeso. i _ | o '

En la electroforesis de caps delgada éparecé una
mancha con un trayecto de migracién de 4,8 cm en difecéién
hacias el cétodo sobre placas de celulosa (Meéck) y a un pH

de 1,9; 9 V/em y 3,5 horas de'tiémpo de traglacién.

10 | Contenido en 4cido acético (por cromatografia de™ as) <0,05%
Contenido en sgua segin Larl Fischer: 8,5 % SRR ‘
 Contenido en cloro: 2,80%(calculado sobre trihidgp;lo:u;&.‘

| A anhidro: 3,02 %) - ) ‘_,;t_

UV (en 8cido acbtico al 10 %): 7\ na - 275 'ﬁm","é-‘ l‘i-40 "’

15 El producto de partida empleado en los ejemplos'
, 3, 4 ¥y 5 se puede obtener como descrito en la publlcaci6n

-__alemana 2 413 106 (correspondlente L la pltgnto belsa nn

812 881) "
Ejewmplo 3
20 | .Prihidroclorurc de Asn?s-Thr27-calcitonigg M _puro

26-Thr27-calcitonina'm. en bruto

5,8 g (1,41 mmoles) de Boc-Cyl—Glx-Asn-Leu-Ser(t»
Bu)-Thr(tBu)-Gys-Met-Leu—Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln—
Asp(OtBu)-Phe-Asn-Lys(Boc)-Phe-Hla-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln— o
25 Thr(tBu)-ﬁsn-Thr(tBu)-Gly-Val-Gly-Ala-pro-NH2 se disuelven

1. Trzfluoracetato de Asn

bajo nitrégeno en 70 cc de Scido trifluorscbtico al’ 85 % de
0° y después se aglta durante 2 horas 8 29 - 31°, La solu-

cibn ge vierte en 600 cc de Ster libre de perbxido y enfiia=

" do com hielo, bajo fuerte agitacidn, el biociﬁifédo formado
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goteandose lentamente solucién de amonisco aproximadamente

-len (t = 0,97). E1 pH se mide en forma continua mediante un

 menera que en el piazo de otra hors se forma un pH der7;6.
A continuacién se sigue sgitando dursnte tres horas, se £ile|

. tta.y se lava bien con sgus de un pH de 7,5 (ajﬁstaﬂb con .- |

un tota; de 120 cc de agua/terc.butaﬂol 1l:1 y-se liofiliza, -

B T R R B e R
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gse separa por filtracidén y se seca en alto vacio.
2. 8al interna de Asn26-Thr27-calcitonina M

El precipitado secado obtenido bajo 1 se disuel-
ve en 130 cc de-agﬁa, se filtra a través de una frita de vi-
drio G4 y con amoniaco diluido se precipita %omo sigue: |

Ls golucidn se agita bajo nitrdgeno a tempersturs asmbiente

electrodo de vidrio. La alimentacidn ée regula de. manera que
en el plazo de unas 1,5 horss se alcance un pH dé 5. En una
ulterior hora se obtiene mediante adicidn continuada de
emoniaco un pH de 6. Durante este tiempo comienza a preéipi—

tar la sal interna. Se continua goteando amoniaco diluido de

asmoniaco). El residuo se seca en-altq'véciéil,?;f
%« Trihidrocloruro de Asn26-Thr27-calbitonina M- 7

La sal interna insoluble.en.agua;lﬁbtenida seglin
2, se suspende en 80 cc de agua/t-buténOI;I:I; Se agregan
39,0 c¢c de fcido clorhidrico 0,1=h, se agita’dursnte algunos

minitos bajo nitrbgeno y se filtia. Se lava varias veces con

Se obtiene un liofilizado incoloro,que'se'equilibra con hume-
ded'del aire, lendimiento: 3,13 g.
El producto tiene los siguientes valores analfticos:
Cromatograma de capa delgada sobre celulosa (Mexck):
Rf = 0,41 en el sistema 1ll4

0,36 en el sistema 45

0,55 en el gistema 101 A

e s TN
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‘da sobre placas de celulosa (Merck) a un pH de 1,9. (f&cido
' férmico/Béido acltico como tampén) 9 V/em ¥ 3,5 horas de -

Ejiemplo 4 '

T TR G MR T LR
{ k

- 17 -
Rf = 0,49 en el sistems 52 sobre 6xido de aluminio con un

El trayecto de migracidn en la electroforesis de capa delga-

tiempo de traslacibn es de 4,8 cm.

-

2
Acetato de Thr“7—calcitonina M puro

‘el preclpltado se separa por succ16n Junto. con el. 1ntercam- T

ca, La liofilizacién del eluado da 74 ng de acetato de Thr

“minio en el sistems 10lA = 0,52 .

80 mg de Thr®/-calcitonina M en bruto, sal &cido
acbtica, se disuelven en 5 cc de agua y bajo agitaci6n'se'f
mezcla con un total de 1,2 cc de intercambiador de iones
Merck ne 11, debilmente bésico,'forma de amina libre. Sube
asi el valor pH de la soluciédn de. orlglnalmente 4,6-8 6,1,
Se aglta durante obtras dos horas s temperatura amblente, for =
méndose un preclpltado copogo y asumentando el. pH de ls. solu-:if

clén .8 7,1, Be agita durante otros 30 mlnutos bajo este_ pH,

bisdor de iones y se lava bien con agua..Después se- separa.~
el péptido del intercambiador-de iones agitando’.la mezcla.

adn hlmeda con 15 cc de &cido acdtico.al 902%hbajo:¢alenta- 4
miento a 60° y separando por succién 1a BoluciSn.écido.acétim
27 ]

calcitonina M de un grado de pureza muy alto. Valor Rf en .
1z eromatografis de capa delgade sobre: placas dé celulosa en

el sistema 52 = 0,50, Rf = 0,49 sobre plaecas de'6xido de alud

En la electroforesis de capa delgada:(pﬂ.; 1,9;
280 V, 2 horas) se traslada el producto 4,4'cm;hacia el céto-

do. Contenido en &cido acético: 4,22 % (cromatogratis de-&asi

TSGR, TG N e g IR
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- Gly: 3,87 (4); Ala: 2,03 (2); 1/2(Cy3)‘:2: 72"13 (2); Val:.J:_-i'

Gly-Val-Gly-Als-Fro-NH, en 5 cc de fcido trifluoracético. al

acetato del péptido se precipita con éter libre de perdxido,

W g B i A P ey I R S RO s AR R :-~.m,w:w:-.',%?.‘:!-:f;"-:is:-\rm@,m

Contenido en agua: 7,78 % (litraciln aggﬁn.harl Fischer);
Contenido en péptido: 87,4 % (titrimétricamente); espectrb
Uv: A = 276 nm; £=1560 (c = 2 en &cido scético al 5 %,
calculado sobre un contenido en péptido de 87,4 %). Propor-

cibén molar de eminofcido después de la hidrblisis totel (6-N.

HC1, 24 horas 110°) (los valores calculados entre paréntesis)
Lys: 0,95 (1); His: 0,95 (1); NH: 3,40 (4); Asp: 3,00 (3);
Thr: 5,23 (6); Ser: 1,17 (1); Gln: 2,02 (2); Pro: 2,06 (2);

(valor de referencia); Met: 1,07 (1); Leu: 1,82 (2); Tyr:
0,99 (1); Phe: 3,06 (3).

Ejemplo 5

Gys-Gly~AsneLeu-“qrQThr—Gys-Met-heueGly—Thr;Leu-Thr-Gln-Asp-
Phe~Asn-Lys-Phe~His-Thr-Phe~Pro~Gln-Thr-Asn=~Thr=Gly=Val-Gly-
A;a-Pro-NHZ, acetato (Acetato derLeulaaAsnaeuThpa7—calcito—

nina M)

170 mg de Boc~Cys~Gly;Asn-LeuASer(tBu)~Thrét3u)a B
Cys=-Met=Leu-G1ly-Thr(tBu)=Leu~Thr(tBu)=GlawAsp(OtBu )~Phe~Asn—
Lys(Boc)—Phe-ﬂis~Thr(tBu)-Phe-Pro»Gln-Thr(tBu)»Asn—Thr(tBu)—

90 % ge dejanreposar durante 90 minutos a 259,.91 trifluor-

se separs por succién, se¢ lava ulteriormente con &ter, se se-
ca y 8 e disuelve en &cido acdtico al 1%, Después se filtrs
a través de una columna de intercambiador de iones Merck
(ligeramente bfsico, forma de aceteto), se eluye con &cido
acltico al 1 % y el eluado se liofiliza (116 mg). Para su

purificacién se disuelve el acetato obtenido en > cc de agua

(pH de la solucibn = 4,2) y en porciones se sgregen bajo agi-
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tacibn en total 2,8 cc de intercawbisdor de iones Merck n®
II (debilmente bésico, forma de base). Sube asi lentamentg
el pH de la solucidén y al alcanzar un valor de unos 6,7 co-
mienza la pfecipitacién del péptido libre. Se agita durante
5" un total de 2 horas alcanzandose un pH de 7,1« bespués 86 Be=.
paran por succidén el precipitado y el intercambiador de io-
nes, se lava ulteriormente con agus y el péptido se separa
por disolucién del intercambiador de iones agitando con fci- .
~do achtico al 90 ¥ caientado a 60°, Se separa por succibn, |
10 se lava ulteriormente con 8cido acltico sl 90 % y sevlio;i-

. liza, Se obtienen 98 mg de Leu12

_Asn26éThr27-calcitonina M
" como acetato de alta pureza.
DC: Rf (101A) = 0,33;

DA: Rf (52) = .0,47

15 | Ejemplo 6
Calcitonina M (acetato) pura

110 mg de acetato de celcitonina M puro.se di-
..  ;aﬁé;ben enlS cc de agua y 8 la solucidin se agregan,lén yéé—}
ciones: y bajo agitacidén, en el plezo de 1 hora 1,0 cc de
,.20 ; intercambiador'de iones Merck n® III, fuertemente bisico. Sud ..
- :;be'asi el pH de la solucibén g 6,6 y comienza la precipita- d
cibn de la calcitonina, Después de seguir agitandb a tempeiaf
't&ra ambiente se eleva el pH de la mezcla a 7,3 donde se - .
mahtiene. ,

25 o . Se gepasra ashora por succidn.el intercambiador

' “de ionesjunto con -2l péptido precipitado, se leva a conti-
_nuacidn con agua y después se separa el pébtido por disolu-—

cibn del intercsmbiador de iones agregsndo 8cido ac8tico al

U % calentado. ~e vuelve & separar por succibdn, se lave ul-
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vento, asi como la manera de realizarlo en ls préctica, debe
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teriormente con Acido acético al 90 % y se liofiliza. Se ob~
tiene asi el acetato de calcitonina M de elevada pureza; sus
datos analiticos corresponden a los producto obtenido en el

ejemplo 1.

NOTA

Descrite suficientemente la naturaleza del in- '

hacerse constar que las disposiones aﬁteriormente.indicadas
son susceptibles de modificaciones de detalle en dﬁahto no
alteren su principio fundamental, También se hace constar
que el invento corresponde a una solicitud de patente presen-
tade eh Suiza con fecha 14 de diciembre de 1973, ne 17550/73
acogiéndose por lo tanto a los beneficios que condeden los
Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que constituye
la esencig del referido inVenfo Y por lo que se solicita
Patente de Invencién por 20 afios en Espaiia: PROCEDIMIENTO
PARA LA PURLFICACION DE CALCITONINAS, caracterizéndose por

lo siguiente:

1. Procedimiento .sra la purificacién de celcitoni-
nas obtenidas sintéticemente, con un punto isoeléctrico que
se encuentra entre los valores pH de unos 5 a 10, caracteri-
zedo porque él peptido de calcitonine se precipita a partir
de una solucibn scuosa de una sal con &cidos o bases median-
te graduacidén del pH al margen isoeléctrico,.como sal inter-

na.

2. Procedimiento seglin la reivindicacién 1, carsc-

terizado porque como producto de partida se emplea una sal

KR
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de la calcitonina M,
5 Procedimiento segfin ld reivindicacibén 1, carac-

terizado porque como producto dé partida se emplea uns sal

de un andlogo de la calcitonina M,

by Procedimiento seglin la reivindicacibn 2 § 3, ca-

racterizado porque como producto de partida se emplea una

sal de un derivado desaminol de la calcitonina,’

Se Procedimiento seglin la reivindicacién 2 § 3, ca-

racterizado porgque como producto de partida se empléé una

:Sal'de un dexrivado Nd‘-acilico de la calcitonina,.

6. Procedimiento segin una de las relv1nd1caclones

2 - 5a caracterlzado porque como producto de partida se em- 1

plea el péptldo en’ bruto en forma de una sal ‘con un hidrfci-

" do halogenado,

7 P Procedimiento segln una de las reivindicaciones

2 - 5, caracterizado porque como produclo de partida se oit=

plea el peptido en bruto en forma de un hidrocloruro,

8. Procedimiento segln una de las reivindicaciones
2 - 5, carscterizado porque como producto de partida se em-

ples el péptido en bruto en forms del trifluoracetato,

17 9. Procedimiento segin una de las reivindicaciones

2 = 5 caracterlzado porgue como producto de pertida se em=

plea el péptido en bruto en forma del acetato,

S OGP RV O R T e (i
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10. Procedimiento segfn una de las reivindicaciones
1 -~ 9, caracterizado porque el pH del margen isoeléctrico

se gradis wedisnte un &cido inorghnico o base,

11, ’ Procedimiento segln una de las reivindicaciones
6 - 9, caracterizado porque el pH del margen isoceléctrico

se gradua con amoniaco acuoso.

12, - Procedimiento segﬁn una de las remvmndzcaclones
1 - 9, caracterizado porque el pd del msrgen isoeléctrico

rd

se gradua mediante un intercambiador de iones.

13, Procedimiento seg@n la reivindicacién 12, carac-
terizado porque el péptido se separa del 1ntercamb1ador de

iones mediante transformacibén en una sal hldrosoluble.

- 14, Procedimiento para la purificacion de chlcitba
ninas, tal y como queds sustancialmente descrito en la pre-

sente memoria,

Esta memoris consta de 22 hojas escritas a méquif

ns por una sola cara,

Madrid, 12 DIC. 1974

L GOIEZ AoInD Y HODEY
* p. Firmudor L, Gasta Farngndwe
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